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1. Algemeen
Dit protocol is een beschrijving van de methoden die door de MILZON - 
BENTHOS - WERKGROEP voor het bestuderen van het benthos van de zuidelijke 
Noordzee zijn gebruikt. Het dient als basisdocument voor komende bodemfauna 
onderzoeks activiteiten in de Noordzee, in het kader van een biomonitorings- 
programroa.
Onder monitoring wordt verstaan een reeks van activiteiten, waarbij in een 
vaste regelmaat waarnemingen worden verricht met behulp van een eenduidige, 
vergelijkbare procedure tbv. gegevensinwinning, dataverwerking en vaststellen 
van trends in ruimte, dan wel in tijd (Nota GWWS-88.003).
Monitoring richt zich op biologische, chemische en fysische karakteristie­
ken van een ecosysteem. Het dient zo efficient mogelijk opgezet te worden 
omdat de bemonstering en het uitwerken van de monsters routinematig moet 
gebeuren.
Deze voorwaarden zijn in dit protocol gespecificeerd. Er wordt ingegaan 
op de bernons teringsprocedure. de analyse van de monsters en het latere 
uitwerken van de gegevens.
Het protocol is als standaard voorschrift op de zandige en slibrijkere 
sedimenttypen (10- 50 m diepte) van de zuidelijke Noordzee van toepassing en 
is bedoeld als basis voor het opzetten van het biomonitoringsprogramma.
Er worden algemeen gebruikte methoden beschreven waarin ervaringen uit 
voorgaand onderzoek van het MILZON - project in 1987, 1988 en 1989 (vgl. 
Groenewold & v. Scheppingen 1988a,b, 1989a,b, 1990; Dalfsen & Holtmann, 1989) 
zijn verwerkt.
2. Bodemfauna
De Bodemfauna (macro-en meiofauna) is in de meeste gevallen de belangrijk­
ste primaire consument en vormt aan de andere kant een belangrijke voedsel­
bron voor hogere niveau’s in de voedselketens. Het benthos wordt gezien als 
een belangrijke functionele groep binnen de nutriënten kringlopen op de 
Noordzee (AXW-88.076; Bos et al., 1989).
Door deze intermediaire positie zijn bodemdieren gevoelig voor verande­
ringen in het ecosysteem, zowel van natuurlijke als menselijke oorsprong.
Op grond daarvan en door de relative immobiliteit (sedimentaire leefwijze) 
van de bodemfauna kan het macro- en meiobenthos als een indicator voor 
milieuveranderingen dienen (Rees et al., 1989).
Het meiobenthos is in de laatste jaren steeds meer opgenomen in biomoni- 
tor ing sprogramma ’ s omdat de levenscycli relatief kort zijn en er weinig 
levensstadia in de mobiele pelagische vorm voorkomen waardoor er een snelle 
reactie op veranderingen in het ecosysteem te verwachten is (Heip, 1980; Rees 
et al., 1989; Vincx & Heip, 1989).
Tot nu toe is er nog weinig bekend over de correlatie tussen macro- en 
meiofauna. Daarom is het van belang voor een benthisch onderzoek beide delen 
van het benthos te bestuderen.
De keuzes die gemaakt moeten worden voor een geschikte bemonsteringsstra- 
tegie zijn afhankelijk van de doelstellingen van het onderzoek en de be­
schikbare middelen en tijd.
Hierbij worden de volgende doelstellingen onderscheiden :
I. Monitoring tbv. het vaststellen van trends in tijd, veelal voor het 
vaststellen van de effectiviteit van maatregelen voor de reductie van 
verontreiniging dan wel van andere nadelige systeembeinvloedende activi­
teiten (temporele trendmonitoring) (JMG, 1976 purpose d).
II. Monitoring tbv. vaststellen van trend in ruimte (ruimtelijke trendmoni- 
toring) (JMG, 1976 purpose c).
3.1. Puntbemonstering (tbv. I.; temporele trendmonitoring)
Bij een monitoringsprogamma staat het temporele aspect voorop. Er wordt 
daarom van een puntbemonstering gebruik gemaakt, waarbij geselecteerde 
stations uit het gehele te onderzoeken gebied gekozen worden, die samen een 
representatief beeld van de Noordzee vormen.
Op deze punten worden op bepaalde tijden van het jaar metingen van abioti- 
sche en biotische factoren gedaan.
3.2. Stratified random sampling (tbv. II.; ruimtelijke trendmonitoring)
De verspreiding van benthos populaties over de Noordzee is niet homogeen 
(Groenewold & v. Scheppingen 1988a, 1989a, 1990) en omdat een monster repre­
sentatief voor het onderzoek gebied moet zijn, moet de selectie van de 
monsterlocatie gebaseerd zijn op kennis van ruimtelijke differentiatie.
Voor de biomonitoring zijn ook ruimteli ike aspecten van belang. In het 
begin van een monitoringproject en verder eens in de 5 jaar vinden uitge- 
breidere survey’s plaats om te testen of de vaste stations representatief 
zijn voor een groter gebied.
Om hieraan te voldoen wordt er gebruik gemaakt van de " stratified random 
sampling - methode
Daarbij wordt het gebied op basis van beschikbare kennis van biota en 
abiota ingedeeld in deelgebieden of strata waaruit een statistisch berekend 
aantal monsters " at random " gekozen wordt. De indeling in strata wordt 
onder de aanname gedaan dat binnen de afzondelijke strata sprake is van een 
homogene benthische verdeling (Elliott, 1983; Pielou, 1974; v.d. Meer, 1988).
WERKSCHEMA - Macrofauna
1. Monstername
1.1. Apparatuur/Reagentia
1.1.1. Voor macrofaunabemonstering
- Reineck boxcorer (opp. 0.068 m 2 )
- grote plastic bak (ca. 100 x 50 x 40 cm)
- zeef tafel (zeef <p = lmm, met boven- en onder spoeling )
- schepje
- plastic potten (250 tot 2500 ml, waterdicht afsluitbaar) met opbergkist
- watervaste viltstiften
- met borax gebufferde 6% formaline (ca. 7 g borax op 1 1 40% formaline)
- tankje van ca. 10 1 met aftapkraantje
1.1.2. Voor sediment analyse
- perspex steekbuizen (<p ~ 3.4 cm, lengte = 25 cm) met rubber stoppen
- plastic potten (250 ml)
1.1.3. Voor POC- en Chlorophyl-a.-analyse
- perspex steekbuizen (0 = 11 mm, lengte = 8 cm) met rubber stoppen
- kleine potjes (ca. 50 ml)
- diepvrieskist (-20°C)
1.2. Bemonstering
Op elk station ligt het schip gedurende de tijd van de monstername voor 
anker.
Bij de macrofaunabemonstering van het sublitoraal wordt gebruik gemaakt 
van een ronde Reineck boxcorer met een oppervlak van 0.068 m 2 . Er is voor een 
boxcorer gekozen en niet voor een Van Veen happer omdat laatste een onder­
schatting van de biomassa van het macrobenthos kan veroorzaken doordat dieper 
levende dieren niet bemonsterd worden (Beukema, 1974; Farris & Crezée, 1976; 
Mulder et al., 1988).
Aan de andere kant heeft een Van Veen happer het voordeel dat hij niet zo 
gevoelig is voor de weercondities en daardoor met slecht weer langer doorge­
werkt kan worden. Afhankelijk van het sedimenttype en de bodemfauna kan de 
Van Veen happer, ondanks zijn geringere penetratie, bij macrofauna onderzoek 
een acceptabel alternatief zijn voor de boxcorer (Essink, 1989).
Wat betreft het aantal genomen monsters moet de keuze gemaakt worden 
tussen een minimum aantal monsters om een mogelijk hoog percentage van 
soorten te bemonsteren en een maximum aantal monsternamen, die nog net 
efficient genoeg zijn (Mulder et al., 1988; v.d. Meer, 1988).
Bij een puntbernonstering worden 5 monsters per station en bij stratified 
random sampling wordt 1 monster per station genomen (Mulder et al., 1988; 
Groenewold & v .Scheppingen, 1990; GMS-1988-06-07).
Is de sedimentdiepte in de boxcorer minder dan ± 15 c m . dan moet opnieuw 
gemonsterd worden.
Zodra de boxcorer aan boord komt wordt de plastic bak (100 x 50 x 40 cm), 
die zo groot moet zijn dat hij binnen het frame van de boxcorer past, eronder 
geschoven. Daarna wordt de boxcorer voorzichtig in de bak geplaatst.
Vanuit de bak wordt het macrobenthos monster in zijn geheel, of bij een 
groot monster gedeeltelijk, in de zeef met ronde oppeningen ( 0 = 1  mm) op de 
zeeftafel geleegd en met de bovenspoeling (zeewater) alles kleiner dan 1 mm 
door de zeef gespoeld. De ondergrens van de macrofauna is hiermee bepaald op 
1 mm.
Tijdens of na de bemonstering moeten notities gemaakt worden die later van 
belang kunnen zijn, zoals bv. tijd en positie van de monstername, de toestand 
van het monster, weersomstandigheden, sporen van vervuiling of verhoogde 
algenconcentratie in het bovenstaande water. Deze worden vastgelegd op het 
monsterformulier.
Voor de metingen van de abiotische parameters worden bij elke bemonste- 
ringsstrategie per boxcorer voor P0C- en voor Chl.a .-bepaling ieder 2 steek- 
buizen (0 = 11 mm) ± 3 cm diep en voor de sedimentanalyse 1 buis (0 = 3.A cm) 
± 10 cm diep gestoken.
Worden er tegelijkertijd ook meiofauna monsters genomen dan kunnen de 
steekmonsters voor de abiotische parameters uit deze boxcorer genomen worden 
en anders is het noodzakelijk om naast de macrofauna monsters voor de analyse 
van abiotisch factoren nog een extra boxcorer te nemen.
1.3. Conservering/Opslag
Het achterblijvende residu wordt in zijn geheel met behulp van een schepje 
van de zeeftafel overgebracht in plastic potten. Afhankelijk van de hoeveel­
heid residu worden één of meerdere potten gebruikt.
Bij gebruik van meerdere potten worden deze doorgenummerd. omdat ze dan 
later beter terug te vinden zijn.
De gebufferde A0 X formaline wordt in een 10 1 tankje met zeewater tot 6 % 
verdund (1 deel formaline op 5 delen zeewater) en de monster-potten er uit 
gevuld.
Aan elk monster wordt voldoende 6 X gebufferde formaline toegevoegd en 
vervolgens goed afgesloten en geschud. De monsters worden bij kamertempe­
ratuur bewaard.
De sedimentmonsters worden in 250 ml potten bij kamertemperatuur bewaard 
en de POC- en Chl.a.-monsters direkt na de monstername ieder apart in een 
50 ml potjes in de diepvieskist bij -20°C ingevroren.
Op alle monsterpotten moet met een watervaste viltstift de coördinaten. de 
datum, het stations- en monsternummer vermeld worden.
2. Analyse - Macrofauna
2.1. Apparatuur/Reagentia
- zuurkast met spoelbak
- op de kraan aangesloten douchekop
- 50 pm metalen zeef
- grove en fijne pincetten, scalpels
- witte plastic uitzoekschaal (50 x 30 x 7 cm)
- afzuigkap met verlichting
- petrischalen
- 4% formaline in spuitfles
- kleine glazen potjes met schroefdekseltjes, etiketten
- stereomicroscoop (vergroting 6 t/m 50 maal) met extra verlichting
- microscoop (vergroting 25 t/m 400 maal)
- objectglaasjes, voorwerpglaasjes
- tellijst
- determinatiewerken
- genummerde porceleinen kroesjes
- geventileerde droogstoof en verassingsoven
- exsiccatoren met silicagel
- analytische balans (tot 0.1 mg nauwkeurig)
2.2. Spoelen
De in formaldehyde geconserveerde monsters moeten voor het uitzoeken in 
de zuurkast goed met leidingwater gespoeld worden, om restanten sediment en 
zoveel mogelijk van de formaline te verwijderen. Daarvoor wordt een zeef met 
een maaswijdte van 0.5 mm gebruikt, waarop de monsters met behulp van een op 
de kraan aangesloten douchekop gespoeld worden. Vanuit de zeef wordt het 
monster in een witte plastic uitzoekbak gespoeld.
Bij rijke monsters kan het lichte materiaal bestaande uit kleine dieren en 
fijn anorganisch materiaal gedecanteerd worden om het uitzoeken te vergemak­
kelijken. Daarvoor wordt het bovenstaande water afgegoten over een zeef (0 = 
0.5 mm) en het residu in een aparte petrischaal gedaan.
2.3. Uitzoeken
Omdat het monster ondanks het spoelen nog steeds niet vrij van formaline 
is gebeurd het uitzoeken onder een met onderverlichting in de tafel ingebouw­
de afzuigkap. Door belichting zowel van onderen als van boven (bv. met een 
loeplamp) zijn de dieren beter te onderscheiden van de rest van het monster- 
materiaal. Tijdens het uitzoeken worden de dieren met behulp van pincetten in 
een petrischaal gebracht en grof voorgesorteerd.
2.4. Determineren
De dieren worden tot op soortsniveau gedetermineerd met behulp van een 
stereomicroscoop en wanneer nodig wordt er een preparaat van (een onderdeel 
van) een dier gemaakt en met een microscoop gedetailleerder bekeken. Daarvoor 
wordt het dier met een pipet op een ob jectglaas je gebracht en van boven met 
een voorwerpglaasje ingesloten.
De dieren worden na de determinatie per soort in een kroesje gedaan ter 
bepaling van het asvri idrooggewicht (ADW) (zie 2.5.). De gevonden aantallen 
per soort worden samen met het nummer van het kroesje genoteerd op een 
telliist (zie bijlagen).
Geteld worden intakte individuen en bij in stukken gebroken wormen alleen 
de koppen, maar wel werden alle fragmenten verzameld tbv. biomassabepaling.
Er wordt bij de telling, als het op grond van de bemonsteringstijd in het 
jaar (in de zomer, na broedval) nodig is, onderscheid gemaakt tussen adulte 
en juveniele individuen van een soort.
2.5. Biomassabepaling
Voor het verassen worden de dieren per soort in een porceleinen kroesje 
verzameld. Zijn er te weinig of te kleine individuen van een soort gevonden 
dan worden de dieren uit meerdere monsters in kleine potjes voorzien van een 
etiket verzameld en later samen verast. Mollusca worden in hun schelp verast 
en grote exemplaren eerst stuk gemaakt om het droogproces te bespoedigen.
In een goed geventileerde droogstoof worden de dieren 60 uur bij 80 °C 
gedroogd en na afkoelen in een exsiccator tot 0.1 mg nauwkeurig gewogen op 
een analytisch balans. Deze is gekoppeld aan een Personal Computer (IBM 
compatable) waarmee de drooggewichten worden opgeslagen.
Gedurende 4 uur wordt het materiaal in een met een afzuiginstallatie 
voorziene oven bij 520 °C verast. Omdat de oven ca. 1 uur nodig heeft om op 
te warmen wordt de tijdklok op 5 uur gezet (Duineveld & Witte, 1987).
Het veraste materiaal moet eerst in de oven en vanaf 125 °C in een exsiccator 
afkoelen en dan opnieuw gewogen worden. De metingen worden opgeslagen en met 
behulp van een spreadsheet programma (Symphony of Lotus) kan het asvrijdroog- 
gewicht (ADW) berekend worden.
3. Analyse - Abiotische factoren
3.1. Sediment
Voor de sedimentanalyse wordt het slibgehalte (de fractie kleiner dan 
61.5 pm), het zandaandeel (de fractie tussen 61.5 en 1879.9 pm) als ook het 
percentage kalk (afkomstig van het schelpmateriaal) , het grind- en humusaan- 
deel bepaald.
Met behulp van lasertechniek (Malvern 3600 D partiele sizer) wordt van het 
zandaandeel de korrelgrootteverdeling automatisch vastgesteld (intern voor­
schrift DGW - Middelburg, W.Schreurs; in: Groenewold & v. Scheppingen,1990).
3.2. Chlorophyl-a.
Bij de Chl-a.-bepaling wordt een afgewogen hoeveelheid bodemmonster ge­
ëxtraheerd met 90% aceton door vermalen in een kogelmolen. Het extract wordt 
gecentrifugeerd en het supernatans geanalyseerd met behulp van een HPLC- 
apparaat. De elutie vindt plaats met een aceton-water gradiënt en de detectie 
gebeurd in een fluorimeter (extinctie-golflengte 430nm, emissie-golflengte 
660nm) (intern voorschrift DGW - Middelburg, W.Schreurs; in: Groenewold & v. 
Scheppingen,1990).
3.3. Organisch koolstof (POC)
Voor de POC-analyse wordt aan een hoeveelheid sediment bichromaatzwavel- 
zuur toegevoegd waardoor koolstof (C) geoxideerd wordt tot kooldioxide (CO2 ). 
Bij deze reactie wordt het bichromaat geoxideerd tot drie-waardig ionogeen 
chroom (Cr^+ ). Het gevormde Cr^+-ion wordt fotospectrometrisch bepaald (in­
tern voorschrift DGW - Middelburg, W.Schreurs; in: Groenewold & v. Schep­
pingen, 1990).
4.1. Opslag van de gegevens
De verzamelde gegevens worden in de computer opgeslagen, om er mee te 
kunnen rekenen en statistische programma’s op toe te kunnen passen.
Bij DGW-Middelburg zijn twee systemen ontwikkeld die gebaseerd zijn op een 
eigen standaard filestructuur voor de invoerfiles van de applicaties. De 
namen van deze systemen zijn ’BIO’ en ’M A T ’ (Bil, 1988a,b).
Het BIQ-svsteem wordt vooral gebruikt om tellingen in op te slaan. Het 
MAT-svsteem is breder toepasbaar en de invoerfiles bevatten matrixen met 
waarden. In de kop van elke MAT-file staan administratieve gegevens, zoals 
wat er in elke kolom staat. Rond de MAT-files zijn bij DGW algemeen toepasba­
re programma’s gemaakt (Bil, 1988a,b).
Datafiles in het BlO-systeem kunnen worden omgezet naar datafiles in het 
MAT-system en v.v.. Uit het verwerkings-schema (zie bijlagen) is op te maken 
hoe het hele systeem in elkaar zit en wat er voor mogelijkheden zijn om 
daarmee te werken.
4.2. Verspreiding (dichtheid en biomassa)
De verspreiding van het macrobenthos wordt weergegeven in aantal soorten. 
biomassa (gr ADW/m2) en dichtheid (ind/m2).
Voor de verspeiding van de soorten wordt er gekeken bij welke systemati­
sche groep de dieren behoren (Polychaeta, Crustacea, Mollusca, Echinodermata 
en restgroep) en wat qua biomassa en dichtheid de belangrijkste soorten zijn.
Bovendien wordt van elke soort per station de frequentie, de gemiddelde 
dichtheid, biomassa en de standaarddeviatie berekend.
Van de biomassa en dichtheden worden per station gemiddelde waarden en 
maximum en minimum waarden berekend. Als het op grond van de bemonsterings- 
tijd in het jaar noodzakelijk is, moet voor de dichtheid onderscheid gemaakt 
worden tussen adulte en juveniele dieren.
4.3. Diversiteit
Er zijn diverse maten om de diversiteit van een gemeenschap te beschrij­
ven. Dit kan zowel in aantal soorten (soortenri ikdom) als in spreiding van de 
individuen over de soorten (evenness).
Er is in dit geval gekozen voor een drietal indices (vgl. Groenewold & v. 
Scheppingen, 1990 ; Smol et al., 1989).
De dominantie index van Simpson. SI (Simpson, 1949) geeft de waarschijn­
lijkheid aan dat twee willekeurig getrokken individuen uit een monster tot 
de zelfde soort behoren.
De Help-index voor eveness. E(H) (Heip & Engels, 1974) is een maat voor 
spreiding van de individuen over de soorten. Hoe hoger de index, des te hoger 
de spreiding.
De diversiteitsreeks van Hill. (Na ) (Hill, 1973) is een serie van in 
rangorde oplopende diversiteit. De index geeft voor een lage rangorde de 
diversiteit waarbij de nadruk op het voorkomen van zeldzame soorten ligt, 
terwijl bij hogere rangorde’s de nadruk komt te liggen op de dichtheid van 
algemene soorten (Hill, 1973; Soetaert & Heip, 1990).
Vindt er in het kader van een monitoringsprogramma een uitgebreidere 
survey plaats, met het doel naar de ruimtelijke verspreiding van gemeen­
schappen te kijken, dan wordt er gebruik gemaakt van de clusteringsmethode 
TWINSPAN (Two Way INdicator SPecies ANalyse) (Hill, 1979).
Een TWINSPAN - programma werd gebruikt om verwantschappen en verschillen 
te vinden tussen stations. Op basis van een dichotome splitsing worden eerst 
de stations geklassifificeerd en daarna de soorten. Het resultaat van deze 
klassificatie wordt verduidelijkt door middel van een 2-weg tabel (Groene- 
wold & v. Scheppingen, 1990).
Andere mogelijkheden die nog nader bestudeerd kunnen worden, zijn DECOR- 
ANA, CANOCO en KLUS.
4.5. Correlaties met (a)biotische factoren
Op basis van lineaire regressie wordt gekeken of er een verband bestaat 
tussen de verspreiding van het macrobenthos en het meiobenthos, en of de 
biotische factoren met abiotische parameters per monsterpunt correleren.
Bij vergelijking van de clusters die met de TWINSPAN-clustering zijn 
berekend, wordt er gebruik gemaakt van een Kruskall-Wallis-toets (Siegel & 
Castellan, 1988). Daarbij wordt getoest of de clusters significant verschil­
lend zijn op grond van de genomen steekproeven.
Met behulp van Box- and Whisker-plots (Turkey, 1977) kan de mate van 
significantie in beeld gebracht worden.
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